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ΠΕΡΙΛΗΨΗ:
Στην εργασία αυτή περιγράφεται ένα διατροφικό νόσημα των ιχθύων σε 
εντατικό σύστημα καλλιέργειας. Η λιπώδης εκφύλιση του ήπατος, που εξετάστηκε 
στην παρούσα εργασία, δεν παρουσιάζει κάποια εμφανής κλινική συμπτωματολογία 
του νοσήματος, οπότε για τη διάγνωσή του απαιτούνται εργαστηριακές μέθοδοι. Η 
μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε για την διάγνωση του νοσήματος ήταν με ιστολογική 
ανάλυση του ήπατος με τη μη προοδευτική χρώση Αιματοξυλίνης -  Ηωσίνης.
Πραγματοποιήθηκαν 3 δειγματοληψίες (Ιούνιος 2011, Οκτώβριος 2011 και 
Μάιος 2012), όπου σε κάθε δειγματοληψία γίνονταν τυχαία συλλογή ατόμων από τις δυο 
πειραματικές ομάδες, τρεις δεξαμενές με Μάρτυρες και τρεις δεξαμενές Μεταχείρισης 
όπου οι Μάρτυρες ταΐζονταν με τροφή γνωστής σύνθεσης ενώ τα ψάρια Μεταχείρισης με 
άγνωστη σύνθεση τροφής η οποία ήταν εμπλουτισμένη με λυσοφωσφολιπίδια.
Τα τελικά αποτελέσματα του πειράματος από τις δύο πειραματικές ομάδες 
ψαριών με τις δυο διαφορετικές διατροφές που ακολούθησε κάθε ομάδα έδειξαν ότι με τα 
άτομα που τρέφονταν με λυσοφωσφολιπίδια παρουσίασαν λιγότερο λίπος στο ήπαρ από 
τους μάρτυρες.
Λέξεις κλειδιά: Τσιπούρα, λυσοφωσφολιπίδια, λιπώδης εκφύλιση ήπατος.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ:
Η θάλασσα αποτελεί ένα τεράστιο φυσικό πόρο για την ανθρώπινη ευμάρεια. 
Προμηθεύει τον άνθρωπο τροφή, φάρμακα και πρώτες ύλες και υποστηρίζει σε 
μεγάλο βαθμό τον τουρισμό ανά τον κόσμο. Ακόμα η θαλάσσια ζωή συμβάλει 
αποφασιστικά στη διαμόρφωση της φύσης του πλανήτη μας, διότι αποτελεί μία 
μεγάλη δεξαμενή διάλυσης διοξειδίου του άνθρακα και παράγει το μεγαλύτερο μέρος 
οξυγόνου που αναπνέουμε (Castro & Huber 1999).
Το γεγονός ότι η θάλασσα είναι γεμάτη από εδώδιμα είδη, έκανε τους 
ανθρώπους να ασχοληθούν με αυτή από πολύ παλιά. Για πολλά χρόνια οι 
επιστήμονες θεωρούσαν ότι, εξαιτίας της αχανούς έκτασης και του βάθους των 
ωκεανών, οι αλιευτικοί πόροι είναι ανεξάντλητοι. Όμως σήμερα γνωρίζουμε πως 
αυτό δεν ισχύει, μιας και τα περισσότερα αποθέματα σε παγκόσμιο επίπεδο είναι 
υπεραλιευμένα, ενώ πολλά είναι και εκείνα που κινδυνεύουν με κατάρρευση 
(Στεργίου και συν. 2011).
Εκτός από την υπεραλίευση, ο άνθρωπος προκαλεί και άλλου είδους 
επιδράσεις στα υδάτινα οικοσυστήματα. Η υποβάθμιση των υδάτων λόγω της 
ρύπανσης αποτελεί ένα εξίσου σημαντικό πρόβλημα του θαλάσσιου περιβάλλοντος, 
αφού η φθορά και η καταστροφή των ενδιαιτημάτων, αποτελούν τις κυριότερες αιτίες 
εξαφάνισης των θαλάσσιων ειδών (Lawrence & Hemingway 2003).
Για να γίνει ταυτόχρονα, ολοκληρωμένη και σοφή χρήση των θαλάσσιων 
οικοσυστημάτων ή να προβλεφτούν οι επιπτώσεις των ανθρώπινων δραστηριοτήτων 
στο θαλάσσιο περιβάλλον, χρειάζεται να γίνουν γνωστά όσα περισσότερα γίνεται για 
τη ζωή μέσα σε αυτό.
Ένα από τα είδη που αλιεύονται και εκτρέφονται, όλο και περισσότερο κατά 
τις τελευταίες δεκαετίες στη λεκάνη της Μεσογείου είναι και η τσιπούρα Sparus
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aurata (Linnaeus, 1816) (Εικ. 1.1) που τη συναντάμε σε αφθονία στις ελληνικές 
θάλασσες. Η μελέτη της εκτροφής της τσιπούρας καθώς και τα διατροφικά νοσήματα 
που παρουσιάζονται στο συγκεκριμένο είδος λοιπόν, εμφανίζει αρκετό ενδιαφέρον.
Εικόνα1.1 Τσιπούρα (Sparus aurata) (Πηγή: Fis-in )
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1.1. Συστηματική κατάταξη:
Βασίλειο: Ζώα (Animalia)
Φύλο: Χορδωτά (Chordata)
Κ λάση: Ακτινοπτερύγιοι (Actinopterygii)
Τάξη: Περκόμορφα (Perciformes)
Οικογένεια: Σπαρίδες (Sparidae)
Γένος: Sparus 
Είδος: aurata 
(Πηγή: Fishbase)
1.2. Μορφολογικά Χαρακτηριστικά
Η τσιπούρα έχει σώμα ατρακτοειδές, πλευρικά πεπιεσμένο, κυρτή ράχη και 
κοντό ρύγχος. Έχει κεφαλή ισχυρή, χείλη χονδρά και μεγάλους οφθαλμούς (FAO 
2008). Το μπροστινό τμήμα των σιαγόνων χαρακτηρίζεται από την παρουσία έξι 
κωνοειδών δοντιών, ενώ πλευρικά στην πάνω σιαγόνα έχει τέσσερις σειρές 
μυλοειδών δοντιών και 3 - 4 σειρές στην κάτω σιαγόνα. Τα μπροστινά δόντια είναι 
δυνατά, κυρτά και μυτερά (Νεοφύτου 2003).
Στο μέτωπο ανάμεσα στα μάτια έχει μια λωρίδα σε σχήμα V και στην άκρη 
του βραγχιοκαλύμματος μια μαύρη κηλίδα. Γενικά, έχει χρώμα γκρίζο - ασημί με πιο 
σκούρη πλάτη και περισσότερο ανοιχτό χρώμα στις πλευρές και την κοιλιά. Οι 
παρυφές του ουραίου πτερυγίου είναι μαύρες. Έχει μεγάλου μεγέθους κτενοειδή 
λέπια και θωρακικά πτερύγια. Το μήκος της φτάνει μέχρι τα 50 έως και 80 cm και το 
βάρος της ξεπερνά τα 5 kg. Ο αριθμός των ακτινών του ραχιαίου και των εδρικών 
πτερυγίων είναι XI /13 - 14 και III / 11 - 12, αντίστοιχα (Νεοφύτου 2003,2004).
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1.3. Βιολογία
Η τσιπούρα (Sparus aurata) είναι το μόνο είδος της οικογένειάς της που 
εκτρέφεται σήμερα σε μεγάλη κλίμακα. Απαντάται ευρέως σε όλη τη Μεσόγειο αλλά 
επίσης κατά μήκος των ακτών του ανατολικού Ατλαντικού, από το Ηνωμένο 
Βασίλειο έως τις Κανάριες νήσους. Η λατινική της ονομασία προέρχεται από τη 
χαρακτηριστική χρυσή λωρίδα ανάμεσα στα μάτια της. Μπορεί να ζήσει σε 
θαλασσινό νερό, καθώς και στο υφάλμυρο νερό των παράκτιων λιμνοθαλασσών, 
απαντάται συχνά σε βραχώδεις ή αμμώδεις βυθούς αλλά μπορεί να βρεθεί και σε 
υποθαλάσσια λιβάδια. Κατά τη διάρκεια της περιόδου ωοτοκίας (Οκτώβριος έως 
Δεκέμβριος), τα ενήλικα ψάρια μετακινούνται σε βαθύτερα νερά (Παπουτσόγλου 
2008 ). Οι νεαροί γόνοι μεταναστεύουν σε παράκτια νερά ή στις εκβολές ποταμών 
νωρίς την άνοιξη. Το είδος αυτό είναι ερμαφρόδιτο, ωριμάζει ως αρσενικό κατά τη 
διάρκεια του πρώτου ή του δεύτερου έτους της ζωής του και στη συνέχεια ως θηλυκό 
κατά τη διάρκεια του δεύτερου ή του τρίτου έτους. Τρέφεται με μαλάκια, 
οστρακοειδή και μικρά ψάρια (Στεργίου και συν. 2011, Frimodt 1995).
1.4. Εκτροφή
Η τσιπούρα ένα από τα κύρια εκτρεφόμενα ψάρια της Μεσογείου. Όσον 
αφορά το 2010, η εκτροφή τσιπούρας απέφερε κέρδη 831,3 εκατομμύριων δολαρίων 
ΗΠΑ, με την παραγωγή περίπου 142.500 τόνων ψαριών. Η κύρια μέθοδος εκτροφής 
τσιπούρας στη Μεσόγειο είναι σε πλωτούς ή υποβρύχιους ή ημικαταδυόμενους 
ιχθυοκλωβούς. Ιχθύδια εισάγονται στους κλωβούς όταν έχουν βάρος 5-10 γραμμάρια 
και φτάνουν στο πρώτο εμπορεύσιμο βάρος σε περίπου 1 χρόνο. Η γρήγορη 
ανάπτυξη της παραγωγής στους πλωτούς ιχθυοκλωβούς, έχει επιτρέψει στην
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ανάπτυξη του τομέα και τη μείωση των τιμών, όμως σήμερα τα περιθώρια κέρδους 
είναι μικρά και η παραγωγή μεγάλη (Κλαουδάτος & Κλαουδάτος 2012).
Πέρα από τους ιχθυοκλωβούς υπάρχουν και άλλοι τρόποι εκτροφής. Στην 
Ισπανία χρησιμοποιούνται χερσαίες δεξαμενές χωρητικότητας 200 με 3000 
τετραγωνικών μέτρων, γνωστές ως εστέρος (esteros). Αυτός ο τρόπος εκτροφής 
απαιτεί συνεχή χορήγηση οξυγόνου στο νερό της δεξαμενής. Τέλος, μπορεί να γίνει 
εκτατική ή ημι-εκτατική εκτροφή σε παράκτιες λιμνοθάλασσες, στις οποίες η 
ιχθυοπυκνότητα είναι μικρή (Κλαουδάτος & Κλαουδάτος 2012, Παπουτσόγλου 
2008).
1.5. Διατροφή τσιπούρας σε συνθήκες εκτροφής
Η τσιπούρα, στο στάδιο του ιχθυδίου σε συνθήκες εκτροφής διατρέφεται 
κυρίως με ζωντανή τροφή. Συγκεκριμένα όταν περάσει το προνυμφικό στάδιο και οι 
γόνοι σταματήσουν να τρέφονται από τον λεκιθικό τους σάκο, την 5η ημέρα ταΐζονται 
με τροχόζωα (Branchionusplicatilis). Στην συνέχεια την 6η έως 10η ημέρα τρέφονται 
με τροχόζωα και Artemia. Από την 11η έως την 20η ημέρα με ναύπλιους και 
μεταναύπλιους και συνεχίζουν έως την 30η ημέρα με μεταναύπλιους. Τα τροχόζωα 
που χρησιμοποιούνται για την διατροφή των ψαριών καλλιεργούνται στην μονάδα 
και είναι εμπλουτισμένα με γαλακτώματα (λίπη, πρωτεΐνες, πολυακόρεστα λιπαρά 
οξέα, βιταμίνες, αντιοξειδωτικά) (Παπουτσόγλου 2008).
Εκτός από ζωντανή τροφή η τσιπούρα λαμβάνει και σύνθετη 
βιομηχανοποιημένη ιχθυοτροφή, η οποία συνίσταται από θρεπτικά συστατικά 
απαραίτητα για το ψάρι(πρωτεΐνες, αμινοξέα, λιπαρά οξέα, βιταμίνες και ανόργανα 
στοιχεία). Η σύνθετη τροφή δίδεται υπό την μορφή συμπήκτων τα οποία προέρχονται 
από ανάμειξη διαφόρων συστατικών όπως ιχθυάλευρου, ιχθυελαίου, σόγιας, άλευρου
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σίτου και προμιγμάτων συνθετικών βιταμινών και ανόργανων στοιχείων. Έτσι 
επιτυγχάνεται η δημιουργία εύγεστης τροφής η οποία έχει πλούσια θρεπτική αξία 
(Κλαουδάτος & Κλαουδάτος 2012).
Τα τελευταία χρόνια γίνεται προσπάθεια να αντικατασταθεί η ζωντανή τροφή 
από την σύνθετη (ιχθυοτροφή), καθώς η δεύτερη είναι λιγότερο δαπανηρή και πιο 
πλούσια σε θρεπτική και ενεργειακή αξία. Επιπρόσθετα, τα τροχόζωα λόγω της 
ικανότητας τους να διηθούν το νερό υπάρχει μεγάλη πιθανότητα να γίνουν φορείς 
παθογόνων μικροοργανισμών και να μεταδώσουν ασθένειες στα ψάρια (Κλαουδάτος 
& Κλαουδάτος 2012, Παπουτσόγλου 2008).
Στη συνέχεια αναφέρονται συνοπτικά οι θρεπτικές απαιτήσεις της τσιπούρας 
(Oliva & Teles 2000):
1. Οι δίαιτες που προορίζονται για την εκτροφή τσιπούρων θα πρέπει να 
περιέχουν 45-50% πρωτεΐνη και ένα ελάχιστο ποσοστό της τάξης του 9-12% 
λίπος..
2. Στις δίαιτες θα πρέπει να συμπεριλαμβάνεται σημαντική ποσότητα ιχθυελαίου 
ώστε να καλυφθούν οι ανάγκες σε απαραίτητα λιπαρά οξέα του 
συγκεκριμένου είδους.
3. Απαιτείται να πραγματοποιηθούν μελέτες οι οποίες να διερευνούν τις 
απαιτήσεις της τσιπούρας σε βιταμίνες και ανόργανα στοιχεία έτσι ώστε να 
καλυφθούν τα κενά που υπάρχουν σχετικά με τις απαιτήσεις τηςστα 
συγκεκριμένα θρεπτικά συστατικά.
4. Οι θρεπτικές απαιτήσεις των νυμφών έχουν εκτιμηθεί έμμεσα. Εν τούτοις, 
είναι απαραίτητο να πραγματοποιηθούν περαιτέρω έρευνες.
5. Όσον αφορά στις θρεπτικές απαιτήσεις των γεννητόρων έχει βρεθεί ότι ένα 
ελάχιστο ποσοστό πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (HUFA), της τάξεως του
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0,42% είναι απαραίτητο για την παραγωγή καλής ποιότητας αυγών. Παρόλα 
αυτά, και σε αυτήν την περίπτωση απαιτείται η πραγματοποίηση περαιτέρω 
μελετών.
1.6. Διατροφικές απαιτήσεις των ψαριών (Λίπη)
Τα λίπη είναι μια σημαντική πηγή ενέργειας για όλα τα ψάρια, αλλά φαίνεται ότι 
είναι σημαντικότερα για τα ψυχρόφιλα και τα θαλάσσια είδη, τα οποία έχουν 
περιορισμένη ικανότητα στο να χρησιμοποιούν τους υδατάνθρακες ως πηγή 
ενέργειας. Σε κάποιες περιπτώσεις, μπορούν να υποκαταστήσουν μέρος της ενέργειας 
που προσφέρεται από τις πρωτεΐνες με την τροφή. Έτσι, για παράδειγμα η ποσότητα 
πρωτεΐνης που ενσωματώνεται στη τροφή της πέστροφας, μπορεί να μειωθεί από 48 
σε 35%, χωρίς να επηρεασθεί αρνητικά ο ρυθμός αύξησης του ψαριού, εάν η 
ποσότητα του εμπεριεχόμενου λίπους αυξηθεί από 15 σε 20% (Hamre et al. 2005). Οι 
πιο κοινές ομάδες λιπιδίων στα ψάρια είναι τα τριγλυκερίδια (περίπου 90% των λιπών 
του σώματος), τα φωσφολιπίδια και μερικές φορές κάποιοι κηροί (Hamre et al. 2005). 
Ιδιαίτερης σημασίας είναι τα φωσφολιπίδια (PL) τα οποία:
• αποτελούν συστατικά των λιποπρωτεϊνών
• είναι κύρια συστατικά των μεμβρανών
• είναι ζωτικά στην ομαλή λειτουργία κάθε κυττάρου και οργάνου
• διατηρούν την δομή και λειτουργία του κυττάρου
• έχουν ρυθμιστικές δραστηριότητες μέσα στην μεμβράνη και έξω από το 
κύτταρο
• δρουν ως γαλακτωματοποιητές και διευκολύνουν την πέψη και την 
απορρόφηση των λιπαρών οξέων, των χολικών αλάτων και άλλων 
λιποδιαλυτών ουσιών και τέλος
• έχουν ένα ρόλο στη μεταφορά των λιπιδίων
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Κατά γενικό κανόνα, η ποσότητα των λιπιδίων που συμπεριλαμβάνεται στα 
σιτηρέσια των ψαριών, καθορίζεται από τον τύπο των λιπών που χρησιμοποιούνται, 
από την ποιότητα και ποσότητα της πρωτεΐνης που εμπεριέχουν καθώς και από το 
συνολικό ενεργειακό τους περιεχόμενο. Έχει διαπιστωθεί ότι, σε πολλά είδη ψαριών, 
συγκεντρώσεις λιπιδίων μεγαλύτερες από 20% του συνολικού περιεχομένου, 
εξασφαλίζουν καλές επιδόσεις (Παπουτσόγλου 2008).
Όμως, σε άλλα είδη, η υπερβολική χορήγηση λιπιδίων στη διατροφή μπορεί 
να οδηγήσει σε συσσώρευση περισπλαχνικού και ενδομυϊκού λίπους που αλλοιώνει 
την εμπορική τους αξία. Η προσθήκη λιπιδίων από ιχθυέλαιο στα σιτηρέσια των 
ψαριών, λόγω της μεγάλης ποσότητας ευπαθών ω-3 πολυακόρεστων λιπαρών οξέων 
που περιέχουν, συνοδεύεται με παράλληλη χορήγηση αντιοξειδωτικών ουσιών 
κυρίως βιταμίνης Ε (Linetal 2005, Huang et al. 2004).
Τα φωσφολιπίδια αντιπροσωπεύουν τη δεύτερη μεγαλύτερη συνιστώσα 
λιπιδίου μετά τα έλαια και λίπη τριγλυκεριδίων μέσα στο σώμα των ζώων και 
περιλαμβάνουν όλα τα λιπίδια που περιέχουν φωσφόρο. Τα διαιτητικά φωσφολιπίδια 
διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη διατροφή των ψαριών επειδή αυξάνουν την 
αποτελεσματικότητα της μεταφοράς των διαιτητικών λιπαρών οξέων και των 
λιπιδίων από το έντερο προς το υπόλοιπο σώμα πιθανώς μέσω ενισχυμένης σύνθεσης 
λιποπρωτεΐνης (Tocheretal 2008).
Τα φωσφολιπίδια είναι δραστικές ουσίες και μπορεί να χρησιμοποιηθούν σε 
με πολλούς τρόπους καθώς διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη διατροφή των ζώων 
και έχει βρεθεί πώς βοηθούν στην πέψη του λίπους. Συγκεκριμένα χρησιμοποιούνται 
ως γαλακτωματοποιητής, ως ενισχυτής απορρόφησης των θρεπτικών συστατικών, ως 
παράγοντα διασποράς και διαβροχής της τροφής. Μπορούν επίσης να βοηθήσουν 
στην απορρόφηση λιπαρών οξέων από τον σχηματισμό μικυλλιών δομών.
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Μία ειδική ομάδα των φωσφολιπιδίων, είναι και τα λυσοφωσφολιπίδια τα 
οποία είναι ιδιαίτερου ενδιαφέροντος στην απορρόφηση των θρεπτικών ουσιών και 
είναι περισσότερο υδρόφιλα από άλλα φωσφολιπίδια. Τα ζώα για να 
χρησιμοποιήσουν το λίπος τους, πρέπει πρώτα να το αφομοιώσουν και το να 
απορροφήσουν από το γαστρεντερικό σωλήνα. Δεδομένου ότι το λίπος είναι 
αδιάλυτο στο νερό, αλλά και συστατικά όπως λιπαρά οξέα, λιποδιαλυτές βιταμίνες 
και ορισμένα αμινοξέα των οποίων η απορρόφηση στηρίζεται σε 
γαλακτωματοποίηση, ο ρόλος των φωσφολιπιδίων στο να καταστήσουν αυτά τα 
θρεπτικά βιοδιαθέσιμα είναι αρκετά σημαντικός.
Τα λυσοφωσφολιπίδια (LPS) είναι φωσφολιπίδια που έχουν αναγνωριστεί εδώ 
και δεκαετίες ως συστατικά στη βιοσύνθεση των κυτταρικών μεμβρανών. Το 
λυσοφωσφολιπίδιο (LPL) αναφέρεται σε οποιαδήποτε φωσφολιπίδιο που λείπει μία 
από τις δύο Ο-ακυλο αλυσίδες του (Σχ.1.1). Έτσι, τα LPLs έχουν μια ελεύθερη 
αλκοόλη είτε στην sn-1 ή sn-2 θέση. Τα λυσοφωσφολιπίδια αναγνωρίζονται ως 
σημαντικά εξωκυτταρικά μόρια των μεσολαβητών λιπιδίου. Η πέψη των 
λυσοφωσφολιπιδίων των άλλων λιπιδίων γίνεται με τη διάλυση σφαιριδίων λίπους σε 
μικρά μικκύλια (Ishii et al. 2004).
Σχ. 1.1. Βιοσύνθεση των λυσοφωσφολιπίδια.
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1.7. Διατροφικά νοσήματα
Σε ιχθυοτροφικές μονάδες, στα ψάρια που τρέφονται αποκλειστικά με 
σύνθετη τροφή εμφανίζουν συχνά νοσήματα, που οφείλονται σε κακές πρακτικές 
διατροφής και που αποτελούν ενδιαφέρον σημείο έρευνας για την ιχθυοπαθολογία. 
Τα νοσήματα που προκαλούνται από κακές πρακτικές διατροφής τα συναντούμε 
σπανιότερα σε μονάδες εκτροφής, στις οποίες η ανάπτυξη των ψαριών στηρίζεται στη 
φυσική τροφή. Στις μονάδες αυτές η χορήγηση συμπυκνωμένης τροφής αποτελεί 
συμπλήρωμα της φυσικής τροφής, η οποία δίνεται κατά διαστήματα σε είδη των 
κυπρινοειδών και ειδικότερα στον κυπρίνο. Η έγκαιρη διάγνωση και η πρόληψη των 
νοσημάτων διατροφής συντελεί στην επιτυχία των ιχθυοτροφικών εκμεταλλεύσεων 
(Φώτης & Αγγελίδης 2003).
Το ήπαρ είναι ένα ζωτικό όργανο που διαθέτουν τα σπονδυλωτά, καθώς και 
κάποια άλλα ζώα. Έχει ένα ευρύ φάσμα λειτουργιών στο οποίο περιλαμβάνεται η 
αποτοξίνωση, η αποθήκευση θρεπτικών συστατικών, η σύνθεση πρωτεϊνών και η 
παραγωγή βιοχημικών ουσιών απαραίτητων για την πέψη των τροφών. Το ήπαρ είναι 
απαραίτητο για τη ζωή διότι παίζει κυρίαρχο ρόλο στο μεταβολισμό και επιτελεί 
πολλές λειτουργίες του οργανισμού, μεταξύ άλλων την αποθήκευση γλυκογόνου, 
καταστροφή ερυθροκυττάρων, παραγωγή ορμονών και απομάκρυνση των τοξικών 
ουσιών από το σώμα, είτε είναι εξωγενείς είτε είναι παράγωγα του μεταβολισμού 
(Robertetal., 2004). Παράγει τη χολή, ένα αλκαλικό μίγμα, που αποδομεί μικρά και 
περίπλοκα μόρια, πολλά από τα οποία είναι αναγκαία για της φυσιολογικές ζωτικές 
λειτουργίες (Antheaet al. 1993)
Ένα από τα νοσήματα βάσει της διατροφής που παρατηρείται στα ψάρια είναι 
η λιπώδης διήθηση. Με τον όρο λιπώδης διήθηση του ήπατος, εννοούμε αυτό
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ακριβώς που η ονομασία της πάθησης αυτής από μόνη της υποδηλώνει, δηλαδή την 
εναπόθεση λίπους εντός των ηπατικών κυττάρων του οργανισμού, είναι δηλαδή η 
νόσος που είναι απόλυτα συνδεδεμένη με τη διενεργούμενη διατροφή και είναι 
σχεδόν αδύνατον να μη την συναντήσουμε στις εκτροφές εκείνες στις οποίες γίνονται 
κακές πρακτικές διατροφής. Την συναντάμε επίσης πολύ συχνά στις εκτροφές 
πέστροφας, κυπρίνου και καλλωπιστικών ψαριών (Φώτης & Αγγελίδης 2003). Έχει 
παγκόσμια εξάπλωση και εμφανίζεται με ευμεγέθη κενοτόπια εντός των 
ηπατοκυττάρων. Τα υγρά που χρησιμοποιούνται στις συνήθεις ιστολογικές τεχνικές 
διαλύουν το λίπος και αφήνουν ένα διαυγή κενοτόπιο. Η λιπώδης εκφύλιση αποτελεί 
εκδήλωση δυνητικώς θανατηφόρας μεταβολικής διαταραχής που παρατηρείται σε 
ορισμένα κύτταρα με μεγάλο δυναμικό λιπιδίων ως προς το μέρος των φυσιολογικών 
μεταβολικών απαιτήσεων. Η διαταραχή του μεταβολισμού των λιπαρών οξέων οδηγεί 
σε συγκέντρωση τριγλυκεριδίων (λίπους), που σχηματίζουν κενοτόπια στο 
πρωτόπλασμα. Τα μεταβολικά αίτια για τη συγκέντρωση τριγλυκεριδίων μέσα στα 
κύτταρα είναι κυρίως η ανεπάρκεια των πρωτεϊνών που δεσμεύουν τα λιπίδια και 
αποτρέπουν την έξοδο σχηματισμένων τριγλυκεριδίων (τετραχλωριούχος άνθρακας 
και πρωτεϊνική υποθρεψία), καθώς και η αυξημένη περιφερική κινητοποίηση 
ελεύθερων λιπαρών οξέων και πρόσληψη εντός των κυττάρων (υποθρεψία). Η 
λιπώδης εκφύλιση είναι αναστρέψιμη εφόσον η υπεύθυνη ανωμαλία απομακρυνθεί. 
Είναι δυνατόν να συνοδεύεται και με άλλους τύπους «δυνητικώς θανατηφόρας» 
βλάβης στα κύτταρα (Stevens & Lowe 1998).
1.8. Αιτιολογία- Παθογενεια
Η λιπώδης εκφύλιση του ήπατος οφείλεται σε μη ισόρροπο σε λίπος σιτηρέσιο 
και κυρίως στη περίπτωση που χορηγούνται στα εκτρεφόμενα ψάρια μεγάλες
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ποσότητες λιπαρών ουσιών (Φώτης & Αγγελίδης 2003). Ως αιτιολογία δεν είναι 
δυνατόν να θεωρηθεί μόνο η υπερβολική ποσότητα λιπαρών οξέων στην τροφή, αλλά 
και η μικρή ποσότητα λιπαρών ουσιών στη τροφή. Στην τροφή πρέπει να υπάρχει 
ικανοποιητική για τις ανάγκες των ψαριών ποσότητα των απαραίτητων λιπαρών 
οξέων, όπως είναι τα ω-3 και ω-6 (Καραπαναγιωτίδης & Μεντέ 2011).
Η παρουσία στην χορηγούμενη τροφή μεγάλων ποσοτήτων από λιπαρές 
ουσίες και η έλλειψη πολυακόρεστων λιπαρών οξέων οδηγούν σε αλλοιώσεις του 
ήπατος και πολλές φορές και των νεφρών, οι οποίες καταλήγουν στο θάνατο των 
ψαριών. Η πορεία της νόσου είναι συνήθως βραδεία και το ποσοστό θνησιμότητας 
παραμένει σε χαμηλά επίπεδα. Αν υπεισέλθουν και διάφοροι δυσμενείς παράγοντες 
(μεταβολές στις φυσικοχημικές παραμέτρους του νερού), οι απώλειες αυξάνουν πολύ 
(Φώτης & Αγγελίδης 2003).
1.9. Τρόποι διάγνωσης
Η διάγνωση δεν στηρίζεται μόνο στις εξωτερικές αλλοιώσεις. Επιβεβαιώνεται 
επίσης με την ιστολογική και με την αιματολογική εξέταση (Φώτης & Αγγελίδης 
2003).
Η ιστολογία είναι η μελέτη των πολυκύτταρων οργανισμών σε επίπεδα 
οργανικής -  ιστολογικής έως και κυτταρικής δομής. Αποτελεί ένα σύγχρονο κλάδο ο 
οποίος έχει συμβάλλει ουσιαστικά στην πρόοδο και τις εφαρμογές της μικροσκοπικής 
ανατομικής. Μελετά τα κύτταρα και τη λεπτή κατασκευή των ιστών και των οργάνων 
με σκοπό την ερμηνεία του μηχανισμού της λειτουργίας τους τόσο στις φυσιολογικές 
όσο και στις παθολογικές διεργασίες (Κουσουλάκος 2007). Από πρακτικής πλευράς, 
η ιστολογία βασίζεται σε μια σειρά εργαστηριακών μεθόδων και τεχνικών οι οποίες 
επικεντρώνονται στη χρήση των μικροσκοπίων ως οργάνων παρατήρησης και
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καταγραφής των δεδομένων που παρασκευάζονται κατά τα προηγούμενα στάδια 
αποκαλούμενα συλλήβδην «λήψη και επεξεργασία υλικού» (Bancroft & Gamble 
2002). Υπ’ αυτή την έννοια, η ιστολογία έχει ουσιαστικά αναπτυχθεί και εξελιχθεί με 
την πάροδο της μικροσκοπίας κατ’ αρχήν, αλλά και των θετικών επιστημών (δηλαδή 
βιολογικών, χημικών και φυσικών). Η ιστολογία έχει ωφεληθεί από κάθε 
επιστημονική τεχνική αλλά και θεωρητική πρόοδο που έχει ενσωματώσει σε όλη την 
έως σήμερα πορεία της, με πιο πρόσφατη «επιτυχία» την σύζευξη της με τη 
πληροφορική (συστήματα ανάλυσης εικόνας κ.τ.λ.).
Η γενική κατεύθυνση για την ιστολογική μελέτη (παρατήρηση και 
καταγραφή) των βιολογικών υλικών είναι η υποβολή τους σε μια διαδικασία που θα 
αποδώσει μια κατ’ αρχήν δισδιάστατη -  αν και με δυνατότητες παραλλαγής ή 
«προέκτασής» τους -  οπτική ή οπτικοποιημένη εικόνα τους μέσω των οργάνων που 
θα χρησιμοποιηθούν. Το ίδιο το υλικό, καλούμενο στην τελική του μορφή 
«παρασκεύασμα», επιδρά ποιοτικά στην τελική ποιότητα της εικόνας καθώς αποτελεί 
το σημείο αφετηρίας για την λήψη των αποτελεσμάτων- δεδομένων που κατά 
περίπτωση επιζητούνται. Εν τούτοις το αρχικό σημείο αφετηρίας παραμένει το 
βασικό βιολογικό υλικό του οποίου επιδιώκεται η επιστημονική ανάλυση, η οποία 
διεξάγεται για σκοπό είτε ερευνητικούς είτε διαγνωστικούς/ διδακτικούς (Bancroft & 
Gamble 2002).
1.10. Συμπτώματα και νεκροτομικά ευρήματα
Τα ασθενή άτομα παρουσιάζουν μειωμένη κινητικότητα και παρασύρονται 
εύκολα από το νερό προς την έξοδο των δεξαμενών, επίσης μπορεί να εμφανίζουν 
σκούρο χρωματισμό του δέρματος, εξοφθαλμία (συνήθως αμφοτερόπλευρη), 
διόγκωση της κοιλιακής χώρας και εκδηλώνουν αποστροφή προς τη χορηγούμενη
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τροφή. Τα βράγχια των νοσούντων ψαριών εμφανίζονται αναιμικά και σε βαριές 
περιπτώσεις τελείως αποχρωματισμένα (ωχρά). Στην κοιλιακή κοιλότητα 
παρατηρείται πολλές φορές μεγάλη ποσότητα υγρού. Ο γαστρικός σωλήνας είναι 
κενός τροφής και περιέχει μεγάλη ποσότητα βλεννώδους υγρού. Το ήπαρ είναι 
διογκωμένο, κίτρινο και με πολτώδη σύσταση. Ο κίτρινος χρωματισμός οφείλεται 
στη συσσώρευση λιπώδους ιστού μέσα στα ηπατικά κύτταρα, σε αντικατάσταση του 
φυσιολογικώς υπάρχοντος γλυκογόνου, το οποίο συντελεί στην καλή λειτουργία του 
ηπατικού κυττάρου και αποτρέπει από τη λιπώδη εκφύλιση. Το ήπαρ εμφανίζεται 
μερικές φορές συρρικνωμένο και πρασινοκίτρινο, ενώ ο όγκος του είναι μικρότερος 
από το φυσιολογικό (Φώτης & Αγγελίδης 2003). Η νόσος εμφανίζεται ενδεχομένως 
σε χρόνια μορφή. Η χοληδόχος κύστη είναι συνήθως γεμάτη από υγρό χρώματος 
φαιοκίτρινου. Στις βαριές περιπτώσεις είναι δυνατόν να διαπιστώσουμε αφθονία 
λιπώδους ιστού και σε άλλες περισπλαχνικές θέσεις. Το οπίσθιο τμήμα των νεφρών 
είναι κατά πολύ διογκωμένο, όπως επίσης και ο σπλήνας, το χρώμα του οποίου 
γίνεται σκοτεινό. Μία άλλη αλλοίωση που εμφανίζεται σε ψάρια με ηλικία 
μεγαλύτερη από δύο έτη είναι και η κίρρωση του ήπατος. Κατά την ιστολογική 
εξέταση διαπιστώνεται αρκετές φορές η πλήρης εξαφάνιση του πρωτοπλάσματος των 
ηπατικών κυττάρων, το οποίο μεταβάλλεται σε λιπώδη μάζα (Φώτης & Αγγελίδης 
2003).
1.11. Θεραπεία και Προφύλαξη
Η θεραπεία συνιστάται στη διακοπή της χορηγουμένης τροφής, σε αλλαγή του 
σιτηρεσίου και στη χορήγηση βιταμινούχων συμπληρωμάτων. Αν υπάρχει 
δυνατότητα, συνιστάται και η χορήγηση νωπού ήπατος βοός για λίγες ημέρες.
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Για να προφυλαχτεί μία εκτροφή από την προαναφερθείσα νόσο χρειάζεται 
μεγάλη προσοχή στις χορηγούμενες τροφές, οι οποίες πρέπει να έχουν 
παρασκευαστεί προσφάτως (δύο έως τρεις μήνες), να συντηρούνται σε αποθήκες με 
κλιματισμό και να είναι ισόρροπες σε λίπος. Η ποσότητα του λίπους πρέπει να είναι 
προκαθορισμένη για κάθε ηλικία και για κάθε ποιότητα νερού. Η νόσος εκδηλώνεται 
περισσότερο στις εκτροφές με ψυχρά νερά (Φώτης & Αγγελίδης 2003).
1.12. Σκοπός
Σκοπός της παρούσας προπτυχιακής διατριβής ήταν η μελέτη της επίδραση της 
χορήγησης διαφορετικών ιχθυοτροφών ,της ίδιας εταιρίας, που διαφέρουν μεταξύ 
τους στην σύνθεση της τροφής και συγκεκριμένα η μία εκ των δύο τροφών περιείχε 
αυξημένα ποσοστά φωσφολιπιδίων, στην εκδήλωση διατροφικών νοσημάτων. Τα 
αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, θα εμπλουτίσουν τη γνώση γύρω από τη 
βιολογία του είδους και ενδεχομένως να συνεισφέρουν στο μέλλον στην κατάρτιση 
σχεδίων για τη διαχείριση και σωστή εκτροφή της τσιπούρας.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
Το πείραμα πραγματοποιήθηκε σε τσιπούρες (Sparus aurata) στις 
εγκαταστάσεις του Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος 
του Π.Θ. και είχε διάρκεια 11 μήνες.
2.1. Πειραματικά Ψάρια
Στο πείραμα χρησιμοποιήθηκαν 56 άτομα τσιπούρας μέσου αρχικού βάρους 
54,92±16,8g τις οποίες προμηθεύτηκε το Τμήμα από τους ιχθυοκλωβούς της μονάδας 
πάχυνσης ΥΔΡΟΒΙΟΣ Ε.Π.Ε. που βρίσκεται στη Μηλίνα του νομού Μαγνησίας. 
Μετά την περίοδο εγκλιματισμού τους που διήρκησε 4 ημέρες τοποθετήθηκαν 
ισόποσα τυχαία σε 6 κονικο-κυλινδρικές δεξαμενές (Εικ. 2.1).
Εικόνα 2.1 Κυλινδρικές δεξαμενές που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια του πειράματος.
Κάθε δεξαμενή περιείχε 500 l θαλασσινού νερού και στα ψάρια 
προσφέρονταν τροφή δύο φορές την ημέρα. Το σύστημα περιελάμβανε μηχανικό,
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χημικό και βιολογικό φίλτρο, ώστε να υπάρχει πλήρης καθαρισμός του 
επανακυκλοφορούμενου νερού των δεξαμενών.
Τα ψάρια, χωρίστηκαν σε έξι δεξαμενές, τρεις για τις μεταχειρίσεις και τρεις 
για τους μάρτυρες όπου διατρέφονταν με διαφορετική τροφή που θα επεξηγηθεί 
παρακάτω. Πριν τοποθετηθούν στις δεξαμενές όλα τα ψάρια ζυγίστηκαν με ακρίβεια 
δεύτερου δεκαδικού ψηφίου. Στην Εικόνα 2.2 φαίνεται η διάταξη των δεξαμενών.
Εικόνα 2.2 Διάταξη των δεξαμενών που χρησιμοποιήθηκαν στο πείραμα(Πηγή: Από προσωπικό αρχείο).
Η ομάδα Μάρτυρας αποτελούνταν συνολικά από 29 ψάρια με μέσο βάρος 
55,82±12,79. Η ομάδα Μεταχείριση αποτελούνταν συνολικά 27 ψάρια μέσου βάρους 
53,26±12,14.
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2.2. Πειραματικά Σιτηρέσια
Τα ψάρια ταΐζονταν καθημερινά δύο φορές μία στις 9.00 το πρωί και μία το 
μεσημέρι στις 15.00. Οι ιχθυοτροφές ήταν σύμπηκτα (pellets) με διάμετρο 3mm. Η 
ομάδα Μάρτυρα ταΐζονταν με τροφή της εταιρείας BIOMAR, η σύνθεση της οποίας 
φαίνεται στον Πίνακα 2.1.
Πίνακας 2.1 : Θρεπτική σύσταση τροφής της ομάδας Μάρτυρας.
ΣΥΝΘΕΣΗ
Ολική πρωτεΐνη (% ) 43.7-46.3
Ολικά λίπη (% ) 15.7-18.9
Ε Ν Ε Ο (% ) 14.8-23.1
Κυτταρίνη (% ) 3.0-4.0
Τέφρα (% ) 6.5-8.0
Ολικός φώσφορος (% ) 1.1-1.2
Ολική ενέργεια (MJ/kg) 21.0-21.7
Βιταμίνη Α (προστιθέμενη) (U.I/kg) -
Βιταμίνη D3 (προστιθέμενη) (U.I/kg) -
Βιταμίνη E (προστιθέμενη) (mg/kg) 300
Βιταμίνη C (προστιθέμενη) (mg/kg) 225
(Πηγή: Biomar.)
Η τροφή που προορίζονταν για την ομάδα Μεταχείριση προέρχονταν από την 
εταιρία BIOMAR και η ακριβής σύσταση δεν ήταν διαθέσιμη, αλλά ήταν 
εμπλουτισμένη με φωσφολιπίδια, αγνώστου τύπου και ποσότητας. Η προσφερόμενη 
ποσότητα τροφής ήταν αυτή που πρότεινε μέσα από τους πίνακες εκτροφής της η 
BIOMAR (συναρτήσει της θερμοκρασίας και του μεγέθους των ψαριών) και 
αναπροσαρμοζόταν στη βιομάζα της κάθε δεξαμενής όπως αυτή προέκυπτε μετά από 
κάθε ζύγισμα.
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Το νερό των δεξαμενών προέρχονταν από την ευρύτερη περιοχή του 
Παγασητικού κόλπου (αλατότητας περίπου ~35%ο)και ανακυκλώνονταν καθημερινά 
με τη βοήθεια αντλιών περνώντας από μηχανικό, χημικό και βιολογικό φίλτρο και 
στη συνέχεια από υπεριώδη ακτινοβολία (U.V.). Η μέση θερμοκρασία του νερού 
κατά τη διάρκεια του πειράματος ήταν 21±1°C. Η οξυγόνωση των δεξαμενών 
γίνονταν με τη βοήθεια μίας πέτρας αέρα ανά δεξαμενή που διασκόρπιζε τον 
παρεχόμενο αέρα από τον αεροσυμπιεστή. Η αλατότητα μετρούνταν κάθε εβδομάδα 
με αλατόμετροWTWLF 3 3 0  και δεν παρουσίαζε ιδιαίτερες αποκλίσεις. Η αμμωνία 
μετρούνταν σε συχνή βάση (<0,5 mg/l ) ώστε να μην υπάρχει περίπτωση το νερό των 
δεξαμενών να γίνει τοξικό για τα ψάρια. Για τη μέτρηση της αμμωνίας 
χρησιμοποιήθηκε το kit τεστ ΝΗ3/ΝΗ4 TETRATEST (Εικ. 2.3).Καθόλη τη διάρκεια 
του πειράματος τα ψάρια εκτέθηκαν σε φωτοπερίοδο διάρκειας 12 ωρών (από τις 
8.00 το πρωί ως τις 20.00 το βράδυ).
Εικόνα 2.3 TestkitNH3/NH4 TETRATEST για έλεγχο της αμμωνίας.(Πηγή από προσωπικό αρχείο).
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2.3. Πειραματικό Πρωτόκολλο
Κατά τη διάρκεια του πειράματος έγιναν 3 δειγματοληψίες (Ιούνιο 2011, 
Οκτώβρη 2011 και Μάιο 2012). Συγκεκριμένα στην 1η δειγματοληψία ελήφθη δείγμα 
5 ατόμων από κάθε δεξαμενή, στην 2η ελήφθη δείγμα 5 ατόμων από κάθε δεξαμενή, 
ενώ στην τελευταία δειγματοληψία τα ψάρια αναισθητοποιήθηκαν και ελήφθη δείγμα 
από όλα τα ψάρια και των 2 μεταχειρίσεων, δηλαδή 16 άτομα από τους μάρτυρες και 
14 άτομα από τα ψάρια μεταχείρισης. Τα ψάρια θανατώθηκαν με χορήγηση μεγάλης 
δόσης αναισθητικού (φαινοξυαιθυανόλη). Μετά τη θανάτωση το ήπαρ των ψαριών 
μονιμοποιήθηκε σε διάλυμα ουδέτερης φορμόλης 10%.
2.4. Ιστολογική Ανάλυση
Για την αναγνώριση της λιπώδους εκφύλισης στις τσιπούρες, 
πραγματοποιήθηκε ιστολογική ανάλυση με τη μη προοδευτική χρώση Αιματοξυλίνης 
-  Ηωσίνης. Η συγκεκριμένη τεχνική, χωρίζεται στα εξής στάδια: την μονιμοποίηση 
του ιστού, τον εγκλεισμό του ιστού, την αποπαραφίνωση, την τομή του δείγματος, τη 
χρώση και την στερεοποίηση των τομών .
2.4.1. Μονιμοποίηση του ιστού
Ο ιστός τοποθετήθηκε άμεσα στο μονιμοποιητικό υγρό (διάλυμα ουδέτερης 
φορμόλης 10%). Η ποσότητα του μονιμοποιητικού υγρού ήταν πολλαπλάσια περίπου 
10 φορές τον όγκο των δειγμάτων του ιστού. Η παραμονή του ιστού στο 
μονιμοποιητικό υγρό διήρκησε 48 ώρες. Σε όλη τη διαδικασία μονιμοποίησης το
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δείγμα παρέμεινε σε ειδικούς διάτρητους ανθεκτικούς υποδοχείς (πλαστικά 
«καλαθάκια»), αφού πρώτα αυτοί σημάνθηκαν με μολύβι με την ημερομηνία και τον 
κωδικό αριθμό του δείγματος (Λόλας 2008).
2.4.2. Εγκλεισμός σε παραφίνη
Ο εγκλεισμός του ιστού σε παραφίνη πραγματοποιήθηκε για τμήμα ~0,5-1 cm 
δείγματος σε ιστοκινέτα. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε το μοντέλο TP 1020 της 
εταιρίας LEICA (Εικ.2.5 ). Για την αφυδάτωση του ιστού τα δείγματα εμβαπτίστηκαν 
σε διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώσεις αιθυλικής αλκοόλης. Και το μέσο που 
χρησιμοποιήθηκε για την αντικατάσταση της ήταν η ξυλόλη (Κοντόπουλος 1980).
Ειδικότερα τα δείγματα αρχίκα τοποθετήθηκαν σε μπλοκάκια (Εικ.2.4) ένα 
ένα ξεχωριστά αναγράφοντας πάνω τον κωδικό του κάθε δείγματος και αμέσως μέτα 
στην ιστοκινέτα, όπου ακολουθήθηκε το παρακάτω πρωτόκολλο (Σχ.2.1)
Εικόνα 2.4. Μπλόκ (Πηγή Emsdiasum)
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Εικόνα 2.5 : Η ιστοκινέτα που χρησιμοποιήθηκε για τον εγκλεισμό των ιστών σε 
παραφίνη(Πηγή: Από προσωπικό αρχείο)
Σχήμα 2.1: Γραφική απεικόνιση της διαδικασίας της ιστοκινέτας.
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30
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:49:43 EET - 137.108.70.7
2.4.3. Τομή δειγμάτων
Για να μπορέσει ένα δείγμα να εξεταστεί μικροσκοπικά, θα πρέπει να είναι 
αρκετά λεπτό και διαυγές και οι δομικές λεπτομέρειες του να παρουσιάζουν 
αυξημένη αντίθεση (Κοντόπουλος 1980). Η κοπή των δειγμάτων έγινε σε μικροτόμο 
(Εικ.2.6), με πάχος τομής 7^m .
Εικόνα 2.6: Η μικροτόμος που χρησιμοποιήθηκε για την τομή των δειγμάτων.(Πηγή Από 
προσωπικό αρχείο)
Μετά την ολοκλήρωση της τομής ελήφθη σειρά ιστολογικών τομών με λαβίδα 
και πινέλο οι οποίες εναποτέθηκαν προσεκτικά στο υδατόλουτρο (Εικ.2.7)
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θερμοκρασίας 40°C, όπου ενυδατώθηκαν, ενώ ακολούθησε τοποθέτησή τους πάνω σε 
αντικειμενοφόρες πλάκες.
Οι αντικειμενοφόρες πλάκες με τις προσκολλημένες σειρές ιστοτόμων 
παρέμειναν πάνω στη θερμαινόμενη πλάκα (Εικ.2.8) για να στεγνώσουν 
γρηγορότερα.
Εικόνα 2.7. Υδατόλουτρο. (Πηγή από προσωπικό αρχείο).
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Εικόνα 2.8: Θερμαινόμενη πλάκα (πηγή από προσωπικό αρχείο).
2.4.4. Αποπαραφύνωση
Οι αντικειμενοφόρες πλάκες τοποθετήθηκαν για ελάχιστο χρόνο σε μια πηγή 
θερμότητας (στη φλόγα ενός λύχνου), ώστε να υγροποιηθεί η παραφίνη και να 
απομακρυνθεί γρηγορότερα κατά τη μετέπειτα βύθιση του δείγματος σε υδατικό 
διάλυμα καθαρισμού. Συγκεκριμένα, με τη βοήθεια καμινέτου θερμάνθηκαν ελαφρώς 
και σε σχετική απόσταση από τη φλόγα οι αντικειμενοφόρες πλάκες με τον ιστό να 
βρίσκεται στην άνω πλευρά τους (Λόλας 2008).
2.4.5. Χρώση ιστού
Η χρώση Αιματοξυλίνης - Ηωσίνης είναι ίσως η πιο ευρέως 
χρησιμοποιούμενη χρώση στα ιστολογικά εγχειρίδια, λόγο της ευκολίας στη χρήση 
αλλά και της δυνατότητας της να περιγράφει με μεγάλη ακρίβεια ένα αρκετά μεγάλο 
φάσμα διαφορετικών δομών των ιστών.
Η αιματοξυλίνη είναι μια φυσική χρωστική που εξάγεται από το δέντρο 
Haematoxylon campechianum που ευδοκιμεί στην Ονδούρα και στην Κεντρική
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Αμερική. Λόγω της μείωσης των φυσικών πληθυσμών των H. campechianum, οι 
μεγαλύτερες ποσότητες αιματοξυλίνης που κυκλοφορούν σήμερα στο εμπόριο είναι 
συνθετικές. Ως αλκαλική χρωστική παρουσιάζει μια τάση να χρωματίζει τα 
νουκλεϊκά οξέα του κυτταρικού πυρήνα με μπλε χρώμα. Η ηωσίνη από την άλλη, ως 
όξινη χρωστική βάφει το κυτταρόπλασμα του κυττάρου σε διάφορες αποχρώσεις του 
ροζ και έτσι καθίσταται δυνατή η παρατήρηση του εσωτερικού των κυττάρων του 
ιστού με μεγάλη ευκολία (Espada et al. 1993).
Στην παρούσα έρευνα χρησιμοποιήθηκε η μη προοδευτική χρώση 
Αιματοξυλίνης -  Ηωσίνης. Συγκεκριμένα, οι αντικειμενοφόρες πλάκες 
τοποθετήθηκαν ανά δέκασε ειδική θήκη ώστε να ομαδοποιηθεί η διαδικασία της 
χρώσης. Κατά την ενυδάτωση των δειγμάτων, η θήκη με τις 10 αντικειμενοφόρες 
τοποθετήθηκε διαδοχικά σε ξυλόλη για τρία λεπτά και στο επόμενο ξυλόλη πάλι για 
τρία λεπτά και μετά 100% αιθανόλη για δύο λεπτά και στο επόμενο 100% αιθανόλη 
πάλι για δύο λεπτά. Έπειτα η θήκη εμβαπτίστηκε σε διάλυμα αιθανόλης 96% για ένα 
λεπτό και στη συνέχεια σε νέο διάλυμα αιθανόλης 96% για ένα λεπτό. Κατόπιν τα 
δείγματα τοποθετήθηκαν σε διάλυμα αιθανόλης 70% για ένα λεπτό. Για να 
ολοκληρωθεί η διαδικασία της ενυδάτωσης οι αντικειμενοφόρες πλάκες ξεπλύθηκαν 
σε τρεχούμενο νερό βρύσης για ένα λεπτό.
Μετά την ενυδάτωση, ακολουθήθηκε η χρώση του ιστού. Η θήκη τοποθετήθηκε 
στο δοχείο χρώσης που περιείχε αιματοξυλίνη για δεκαπέντε λεπτά. Στη συνέχεια, οι 
αντικειμενοφόρες πλάκες ξεπλύθηκαν με τρεχούμενο νερό βρύσης για πέντε λεπτά. 
εμβαπτίστηκαν τρεις φορές σε διάλυμα όξινης αλκοόλης 1% και ξανά ξεπλύθηκαν σε 
τρεχούμενο νερό βρύσης για πέντε λεπτά. Στο τελευταίο στάδιο της χρώσης 
τοποθετηθήκαν στην εωσίνη για δέκα λεπτά.
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Αφού ολοκληρώθηκε η διαδικασία της χρώσης, οι αντικειμενοφόρες πλάκες 
εμβαπτίστηκαν σε δοχείο με νερό βρύσης δύο φορές, αμέσως μετά εμβαπτίστηκαν 
διαδοχικά δύο φορές σε διάλυμα 70% αιθανόλης, δύο φορές σε διάλυμα96% 
αιθανόλης και έπειτα σε νέο διάλυμα96% αιθανόλης. Εν συνεχεία, τα δείγματα 
τοποθετηθήκαν σε αιθανόλη 100% για δύο λεπτά και άλλα δύο λεπτά σε νέα 
αιθανόλη 100%.
Ακολούθησε η διαδικασία της διαύγασης, όπου οι αντικειμενοφόρες πλάκες 
εμβαπτίστηκαν σε ξυλόλη για δύο λεπτά και εν συνεχεία πέντε λεπτά σε νέο όγκο 
ξυλόλης (Σχ.2.2).
Στις παρακάτω εικόνες (2.9 &2.10) φαίνεται η τελική μορφή των 
παρασκευασμάτων με την ολοκλήρωση της ιστολογικής ανάλυσης.
Εικόνα 2.9. Παρασκευάσματα. (Πηγή από προσωπικό αρχείο).
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Εικόνα 2.10 Παρασκευάσματα. (Πηγή από προσωπικό αρχείο).
Σχήμα 2.2.: Διαδικασία χρώσης (Hematoxylin and eosin)
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2.4.6. Στερεοποίηση των τομών
Όταν τα δείγματα βγήκαν από την τελευταία εμβάπτιση διαύγασης (Ξυλόλη) 
κάθε μια αντικειμενοφόρο πλάκα και την τοποθετήθηκε πάνω σε ένα καθαρό χαρτί 
προσέχοντας η πλευρά του δείγματος να είναι στραμμένη προς τα πάνω. 
Τοποθετήθηκαν τις καλυπτρίδες αφού προηγουμένως είχε προστεθεί στο δείγμα 
μικρή ποσότητα υγρού επικόλλησης. Τέτοια υλικά είναι το DPX, η ρητίνη 
(αλκυλακρυλική ρητίνη) και βάλσαμο του Καναδά. Μετά αφέθηκε ο δείγμα ιστού 
στην αντικειμενοφόρο όπου και στέγνωσε και ακολούθησε ανάλυση στο 
μικροσκόπιο. Οι χρωματισμένες τομές καθαρίστηκαν με οινόπνευμα. Το καθάρισμα 
έγινε αφού η τομή στέγνωσε καλά γιατί το οινόπνευμα αποχρωματίζει. Τέλος 
πραγματοποιήθηκε παρατήρηση στο μικροσκόπιο.
2 .4 .7 . Π αρατή ρη ση  κ α ι κ α τ α γ ρ α φ ή
Οι ιστολογικές τομές παρατηρήθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο (Axiostarplus 
Carl Zeiss Light Microscopy, Carl Zeiss Ltd, Gottingen,Germany) σε μεγέθυνση x 10 
και x 40. Η λήψη των φωτογραφιών από τον ηλεκτρονικό υπολογιστή για κάθε 
παρασκεύασμα έγινε μέσω ειδικού προσαρμοσμένου στο μικροσκόπιο ψηφιακού 
φωτογραφικού φακού και αναλύθηκαν μέσω ειδικού λογισμικού προγράμματος 
(ProgRes Capture Pro (version 2.1). (Εικ.2.11).Όλες οι απεικονίσεις κάθε ιστού του 
ήπατος χρησιμοποιήθηκαν για την ιστολογική περιγραφή της λιπώδης εκφύλισης στο 
ήπαρ των ψαριών. Ο υπολογισμός των ποσοστών της λιπώδους εκφύλισης έγινε με 
την μέθοδο των τριών.
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Εικόνα 2.11: Το μικροσκόπιο και ο Η/Υ που χρησιμοποιήθηκαν για την παρατήρηση και τη λήψη 
φωτογραφιών των ιστολογικών παρασκευασμάτων (Πηγή: Από προσωπικό αρχείο).
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Μετά από την ιστολογική μελέτη που πραγματοποιήθηκε στους Μάρτυρες και 
στα ψάρια Μεταχείρισης διαπιστώθηκε πως τα ποσοστά της λιπώδους εκφύλισης στο 
ήπαρ των ψαριών αυξήθηκαν. Συγκεκριμένα, οι Μάρτυρες στους 4 πρώτους μήνες 
του πειράματος παρουσιάζουν μια αύξηση της τάξης 25%, ενώ για τους επόμενους 7 
μήνες το ποσοστό των ψαριών που παρουσίασαν λιπώδης εκφύλιση είναι 37,5%. 
Αντίστοιχα τα ψάρια μεταχείρισης, με το πέρας των 4 πρώτων μηνών εμφάνισαν 
αύξηση της λιπώδους εκφύλισης στο ήπαρ της τάξεως του 14,29% και με την 
ολοκλήρωση του πειράματος, δηλαδή μετά από 11 μήνες το ποσοστό της λιπώδους 
εκφύλισης ήταν 21,43%. Τα αποτελέσματα αυτά πιθανών να οφείλονται στις 
διαφορετικές δίαιτες που ακολούθησαν τα πειραματικά ψάρια για χρονικό διάστημα 
11 μηνών. Στον παρακάτω πίνακα (3.1) παρουσιάζονται τα ποσοστά των ψαριών με 
λιπώδη εκφύλιση του ήπατος καθώς και το αντίστοιχο γράφημα (Γράφημα 3.1).
Πίνακας (3.1): Αποτελέσματα λιπώδους εκφύλισης.
Η μερ/νία
Δ ειγματοληψ ί- 6.11 10.11 5.12
ων
Π οσοστά %
Μ Α ΡΤΥ­
ΡΕΣ
Μ Ε ΤΑ Χ Ε ΙΡ Ι­
ΣΗ
Μ Α ΡΤΥ­
ΡΕΣ
Μ Ε ΤΑ Χ Ε ΙΡ Ι­
ΣΗ
Μ Α ΡΤΥ­
ΡΕΣ
Μ Ε ΤΑ Χ Ε ΙΡ Ι­
ΣΗ
0% 0% 25% 14,29% 37.5% 21.43%
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Γραφημα 3.1: Ποσοστά λιπώδης εκφύλισης σε κάθε δειγματοληψία.
Οι παρακάτω Εικόνες (3.1 & 3.2) παρουσιάζουν ήπαρ χωρίς λιπώδη εκφύλιση 
και με ευρήματα λιπώδους εκφύλισης στο ήπαρ των ψαριών. Ειδικότερα στην Εικόνα 
3.2, η εκτεταμένη λιπώδης εκφύλιση εμφανίζεται με ευμεγέθη κενοτόπια λίπους 
εντός των ηπατοκυττάρων.
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Εικόνα 3.1: Ήπαρ ψαριού. Μικροσκοπική απεικόνιση από υγιές άτομο, με χρώση
αιματοξυλίνης/ηωσίνη.
Εικόνα3.2: Λιπώδης εκφύλιση ήπατος.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ
Η τροφή θα πρέπει να παρέχει στα ψάρια όλα εκείνα τα συστατικά που 
χρειάζονται για να δομήσουν το σώμα τους και την ενέργεια που χρειάζονται για την 
ομαλή λειτουργία τους. Σιτίζοντας ένα ψάρι σωστά διασφαλίζεται ότι θα μεγαλώσει 
ικανοποιητικά, θα αντιμετωπίσει ευκολότερα τις ασθένειες και θα αναπαραχθεί με 
μεγαλύτερη επιτυχία.
Η βελτίωση των σιτηρεσίων είναι ένας σημαντικός παράγοντας για την 
διασφάλιση της καλής ποιότητας των ψαριών. Στα πλαίσια αυτής της βελτίωσης, η 
προσθήκη φωσφολιπιδίων στις τροφές βοηθά στον περιορισμό διαφόρων 
διατροφικών νοσημάτων και ειδικότερα της λιπώδους εκφύλισης του ήπατος που 
εμφανίζεται σε σχετικά υψηλά ποσοστά στα εκτρεφόμενα είδη.
Τα διατροφικά νοσήματα που συνδέονται με τα λίπη που περιέχονται στην 
τροφή, φαίνεται να είναι από τα σοβαρότερα, αλλά και τα επικρατέστερα όλων των 
διατροφικών νοσημάτων και ιχθύων. Τα διατροφικώς ενεργά συστατικά των λιπών 
της τροφής είναι τα λιπαρά οξέα.
Στη συγκεκριμένη προπτυχιακή διατριβή εξετάστηκε η λιπώδης εκφύλιση στο 
ήπαρ της τσιπούρας (Sparus aurata). Συγκεκριμένα χορηγήθηκαν σε δυο ομάδες 
ψαριών σιτηρέσια εκ των οποίων στην ομάδα Μεταχείρισης τα σιτηρέσια περιείχαν 
αυξημένη ποσότητα φωσφολιπιδίων. Τα ιστολογικά αποτελέσματα αυτής της έρευνας 
έδειξαν πως τα ψάρια στα οποία χορηγήθηκαν φωσφολιπίδια παρουσίασαν μικρότερα 
ποσοστά λιπώδους εκφύλισης στο ήπαρ σε σχέση με τα ψάρια που η διατροφή τους 
δεν περιείχε καμία ποσότητα φωσφολιπιδίων.
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Παρόμοια αποτελέσματα έχουν παρατηρηθεί στη βιβλιογραφία σύμφωνα με 
τη Martinez-Rubio και τους συνεργάτες της (2013), οι οποίοι πραγματοποίησαν 
διατροφικό πείραμα σε σολομό του Ατλαντικού (Salmo salar), και χορήγησαν 
συμβατική τροφή και τροφή με αυξημένη ποσότητα σε φωσφολιπίδια ,προέκυψε ότι 
τα ψάρια που τρεφόταν με συμβατική τροφή παρουσίασαν υψηλότερα ποσοστά 
λιπώδους εκφύλισης σε σχέση με τα ψάρια που τράφηκαν με τροφή αυξημένη σε 
φωσφολιπίδια.
Επιπροσθέτως, η Reza και οι συνεργάτες της (2012), πραγματοποίησαν 
πείραμα στο είδος Nandus nandus στο οποίο χορήγησαν σε δύο ομάδες ψαριών κοινή 
τροφή με την διαφορά ότι από την ομάδα ελέγχου αφαιρέθηκαν τα φωσφολιπίδια. Το 
συμπέρασμα που διεξάχθηκε από την εν λόγω έρευνα έδειξε ότι η ομάδα ελέγχου 
παρουσίασε αυξημένη λιπώδης εκφύλιση σε σύγκριση με την ομάδα που τράφηκε με 
φωσφολιπίδια.
Ο Bell και οι συνεργάτες του (1995), σε μελέτη τους σε νεαρά άτομα 
καλκανιού (Scophthalmus maximus) δοκίμασαν πέντε δίαιτες με διαφορετικά 
ποσοστά περιεκτικότητας φωσφολιπιδίων όπου κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι όσο 
μικρότερη είναι η περιεκτικότητα της τροφής σε φωσφολιπίδια τόσο πιο εμφανής 
είναι η λιπώδης εκφύλιση του ήπατος των ψαριών.
Τα φωσφολιπίδια έχουν χρησιμοποιηθεί σε σιτηρέσια και άλλων ζώων εκτός 
από ψάρια. Σύμφωνα με την βιβλιογραφία, οι Dukh και Vovk (2010), σε έρευνα που 
έκαναν σε όρνιθες μελετώντας την λιπώδη εκφύλιση στο ήπαρ τους, συμπέραναν πώς 
με τη χορήγηση φωσφολιπιδίων στη τροφή, αυτή παρουσίασε σημαντικά μειωμένα 
ποσοστά σε σχέση με την χορήγηση μικρότερης ποσότητας φωσφολιπιδίων στην 
τροφή.
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Η λιπώδης εκφύλιση έχει συσχετιστεί και με τη χορήγηση βιταμινών στις 
τροφές. Σύμφωνα με τον Bell και τους συνεργάτες του (2000) η χορήγηση βιταμίνης 
Ε όσο και του καροτινοειδούς ασταξανθίνη (Αχ) είχε ως αποτέλεσμα να εμφανίσουν 
τα ψάρια μια εκτεταμένη λιποειδή εκφυλιστική βλάβη στο ήπαρ που παρατηρήθηκε 
στο 15% των ψαριών που τους χορηγήθηκαν σιτηρέσια ανεπαρκή σε βιταμίνη Ε.
Επίσης, η πηγή λιπιδίων τα οποία χρησιμοποιούνται στα σιτηρέσια σχετίζεται 
με τη λιπώδη εκφύλιση. Ο Caballero και οι συνεργάτες του (2002) πραγματοποίησαν 
μια μελέτη για να καθορίσουν την επίδραση της αντικατάστασης του 50% 
τουλάχιστον του ιχθυελαίου από εναλλακτικές πηγές λιπιδίων στα σιτηρέσια της 
πέστροφας στην ανάπτυξη, την πεπτικότητα των λιπιδίων, το προφίλ των λιπαρών 
οξέων στο ήπαρ και τους μύες καθώς και την ιστολογία των ιστών. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα, μια υπερπυρηνική συσσώρευση σταγονιδίων λιπιδίων παρατηρήθηκε 
στο ήπαρ εντός των ηπατοκυττάρων καθώς και στα εντερικά κύτταρα κάποιων από 
τις ομάδες που τους χορηγήθηκαν σιτηρέσια που περιείχαν φυτικά έλαια. Ωστόσο, οι 
ιστολογικές αλλαγές που παρατηρήθηκαν υποδεικνύουν μια επίδραση της λιπιδιακής 
πηγής στη μεταφορά και / ή στο μεταβολισμό του λίπους στο ψάρι.
Ο Hung και οι συνεργάτες του (1997) παρατήρησαν πως τα ψάρια που η 
διατροφή τους περιείχε λεκιθίνη σόγιας, η πεπτικότητα λίπους στο σολομό ήταν 
αυξημένη και αυτό αποδόθηκε στην γαλακτωματοποιητικές ιδιότητες του 
φωσφολιπιδίου που τους χορηγήθηκαν, ενώ άλλες μελέτες έχουν δείξει ότι οι δίαιτες 
των ψαριών που περιέχουν φωσφολιπίδια παρουσίασαν αυξημένη πεπτικότητα στα 
ιχθύδια που χορηγήθηκαν καθώς και λιπώδη εκφύλιση στο ήπαρ τους (Craig & Gatlin 
1997, Kasper & Brown 2003).
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Σε αντίθετη περίπτωση, σε μία μελέτη που πραγματοποιήθηκε σε τσιπούρες 
και ιχθύδια, η δίαιτα που περιείχε λεκιθίνη αύξησε σημαντικά την πρόσληψη 
λιπιδίων από τη διατροφή και αυτό προτάθηκε αρχικά για να είναι μέσω της 
βελτίωσης της γαλακτωματοποίησης (Koven et al. 1993). Ωστόσο, αυτό το 
αποτέλεσμα δεν παρατηρήθηκε σε μεταγενέστερες μελέτες για τσιπούρα που 
τρέφονται με τροφή πλούσια σε φωσφολιπίδια καθώς και τις παθολογικές επιπτώσεις 
που μπορεί να έχει στον οργανισμό (Hadas et al. 2003)
Επίσης δίαιτες ενισχυμένες με φωσφολιπίδια βοηθούν στην απορρόφηση των 
λιπιδίων από τον οργανισμό του ευρωπαϊκού λαβρακίου καθώς και στο στάδιο των 
ιχθυδίων, αλλά αυτό δεν ήταν μέσω ενός μηχανισμού που περιλαμβάνει αυξημένη 
γαλακτωματοποίηση, όπως οι δίαιτες που περιέχουν άλλους γαλακτωματοποιητές ή 
λυσο-φωσφολιπίδια, τα οποία έχουν μεγαλύτερες ιδιότητες γαλακτωματοποίησης από 
τα φωσφολιπίδια, και δεν έχουν άλλη επίδραση στο ήπαρ και γενικότερα στον 
οργανισμό (Geurden et al. 1997, 1998). Επιπλέον, οι ιδιότητες γαλακτωματοποίησης 
των λιπιδίων δεν βρέθηκαν να έχουν καμία σχέση με τη βελτιωμένη απόδοση 
ανάπτυξης των προνυμφών του κυπρίνου (Geurden et al. 1995).
Ως εκ τούτου, υπάρχουν λίγα στοιχεία που να υποστηρίζουν ένα ρόλο για τα 
διαιτητικά φωσφολιπίδια ως βοηθήματα για την πέψη με τη βελτίωση της διαδικασίας 
γαλακτωματοποίηση.
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6. ABSTACT
This bachelor thesis describes a nutritional disease of fish in intensive culture 
system. The lipoid liver disease, examined in this study, showed no obvious clinical 
symptoms of the disease, so its diagnosis requires laboratory methods. The method 
used for the diagnosis of the disease was histological examination of liver by 
Hematoxylin - Eosin staining.
Three fish samplings were conducted (June 2011, October 2011 and May 
2012), where each individual were randomly collected from the two experimental 
groups, three tanks with control and three tanks with Treatment where control groups 
were fed with food of known composition, while fish Treatment with unknown 
composition of food which was enriched with lysophospholipids.
The final results of histological examination of the two experimental groups of 
fish with two different diets showed that addition of lysophospholipid in fish food 
could protect fish from lipoid liver disease.
Keywords: Sparus aurata, lysophospholipids, liver degeneration.
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